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Streszczenie

W pracy przedstawiono propozycj¢ metody segmentacji obiektow beda-
cych skupiskami, przyktadem takich obiektow sa tzw. komety bedace
wynikiem jednokomorkowej elektroforezy zelowej. Prezentacja nowej
metody zostata poprzedzona przedstawieniem wynikow segmentacji tych
obrazéw metodami standardowymi. Opracowana metoda dziala dwueta-
powo: etap 1. to segmentacja stuzaca wyznaczeniu fragmentéw sktado-
wych obiektow, etap 2 wykorzystuje minimalne drzewo rozpinajace do
okreslenia zbioru fragmentéw tworzacych poszczegodlne obiekty.

Stowa kluczowe: analiza obrazow, segmentacja obrazow, binaryzacja
obraz6w, obiekty w postaci skupisk, minimalne drzewo rozpinajace.

Aggregate object image segmentation
on example of comet assay images

Abstract

This paper deals with the problem of segmentation of aggregate objects i.e.
objects which are formed by the set of unconnected elements smaller than
the object. Images of such objects are very difficult to be segmented.
An example of this type of objects are “comet” from Single Cell Gel
Electrophoresis images (also called comet assay images). In comet assay
images the comet region is formed by unconnected fragments of DNA
(Fig. 1). Due to unsatisfying results of comet segmentation by standard
methods (Figs. 2and 3) a new, two-stage method for segmentation of such
images has been developed. The first stage is image segmentation whose
result is a set of comet elements e; representing DNA fragments. In the
second stage the minimum spanning trees 7, are created — graph vertexes
v; represent elements e;, while length dj; of edge e; between vertexes v; and
v; is equal to the minimum distance between pixels of elements e; and e;.
Then for each connected tree 7, its convex hull defining the region of
comet K, (Fig. 4) is created. In case of defects appearing in comet images
(Fig. 5) the incorrect region can be rejected e.g. by use of geometrical
features describing regions.

Keywords: image analysis, image segmentation, image binarization,
aggregate objects, minimum spanning tree.

1. Wstep

Proces segmentacji obrazéw jest jednym z najwazniejszych pro-
cesow realizowanych w trakcie przetwarzania i analizy obrazow
cyfrowych [3]. W ogolnym przypadku konieczno$é realizacji tego
procesu zachodzi kazdorazowo, gdy celem przetwarzania jest uzy-
skanie informacji o cechach obiektéw przedstawionych na analizo-
wanym obrazie. Jako$¢ wyniku segmentacji decyduje w znacznym
stopniu o poprawnosci catego procesu analizy obrazoéw.

Do chwili obecnej, pomimo kilkudziesigciu lat rozwoju metod
segmentacji, nie opracowano jednej uniwersalnej metody pozwa-
lajacej na prawidlowe przeprowadzenie tego procesu dla ogélnych
danych oraz nie udato si¢ rowniez opracowac ogolnej teorii seg-
mentacji [3, 12]. Aktualnie najlepsze wyniki uzyskiwane sa, gdy
segmentacji podlegaja obiekty spdjne, dla ktorych reprezentujace

je piksele charakteryzuja si¢ duza jednorodnoscig cech takich jak
jasnos¢ lub barwa i dodatkowo istnieje dobrze rozpoznawalna
réznica migdzy pikselami reprezentujacymi obiekt a innymi pikse-
lami. Dla rzeczywistych danych takie warunki zachodza jednak
rzadko. Znacznie cze¢$ciej powierzchnia poszezego6lnych obiektow
na obrazach jest niejednorodna pod wzgledem cech fotometrycz-
nych (np. posiada tekstur¢). Ponadto obraz obiektéw moze by¢
zakltdcony przez wystepujace na obrazach cienie lub odblaski [12],
a dodatkowo same obiekty moga nie by¢ prezentowane na anali-
zowanych obrazach jako spdjne obszary. Brak spojnosci obiektow
moze by¢ np. efektem czg$ciowego przestonigecia obiektow na
obrazie lub tez moze wynika¢ z tego, ze analizowane obiekty
w rzeczywisto$ci nie sg spdjne, a sa skupiskiem wielu mniejszych
obiektow o okreslonych cechach. Wszystkie te uwarunkowania
znacznie utrudniaja prawidtowa segmentacj¢ obrazow.

W pracy skupiono si¢ na zagadnieniu segmentacji obiektow
niespdjnych, ktore sg skupiskami — przyktadem tego typu obiek-
tow sg tzw. obrazy kometowe. Pewne podstawowe informacje
dotyczace obrazéw kometowych, w szczegdlnosci informacje
istotne z punktu widzenia prowadzenia segmentacji tych obrazow,
przedstawiono w rozdziale 2. W rozdziale 3. przedstawiono pro-
blemy wystepujace przy segmentacji obrazéw kometowych przy
pomocy standardowych metod binaryzacji obrazéw. Kolejny, 4.
rozdzial zawiera opis nowej metody segmentacji obrazow kome-
towych, a takze przedstawiono uzyskane przy jej pomocy wyniki.
W prezentowanej metodzie uwzgledniono fakt iz poszczegdlne
komety sg w rzeczywisto$ci niespojnymi skupiskami fragmentow
DNA. Ostatni, 5. rozdzial zawiera krotkie podsumowanie.

2. Podstawowe informacje na temat obrazéw
kometowych

Termin obrazy kometowe jest to zargonowe okreslenie obrazow
otrzymanych w wyniku przeprowadzenia jednokomorkowej elek-
troforezy zelowej (ang. Single Cell Gel Electrophoresis,
SCCE) — proces ten okresla si¢ czgsto jako test kometowy
(ang. comet assay) [7, 9]. Metoda ta zostala po raz pierwszy
przedstawiona w pracy [10] i pozwala ona m.in. na ocen¢ stopnia
uszkodzenia pojedynczych komoérek poddanych dziataniu czynni-
kow stresujacych komorki np. w postaci promieniowania jonizuja-
cego. Stopien uszkodzenia okreslany jest na podstawie ilosci DNA
jakie pod wpltywem pola -elektrostatycznego wydostato sie¢
z odpowiednio przygotowanych i unieruchomionych w zelu aga-
rozowym, jader komorek. W celu obserwacji takich preparatow
zawarte w nich DNA wybarwia si¢ barwnikami fluorescencyjny-
mi, a samg obserwacj¢ prowadzi si¢ przy pomocy mikroskopu
fluorescencyjnego. Przyktadowe obrazy kometowe prezentujace
komorki o réznym stopniu uszkodzenia przedstawia rysunek 1
(jasne fragmenty obrazow reprezentuja skupiska DNA).

Z punktu widzenia przetwarzania obrazow istotne znaczenie ma
to, ze wydostajace si¢ z jadra komorkowego DNA nie tworzy
jednego spdjnego i jednorodnego obszaru. DNA wydostaje sig¢
bowiem z jadra w postaci réznej wielkosci fragmentéw czego
wynikiem jest ,ziarnisty” obszar w postaci ,.chmury” jasnych
punktéw. Chmury te okreslane sa w literaturze jako ogony komet,
natomiast jadra komorek (w pracy widoczne jako okragta struktu-
ra po lewej stronie kazdej komety) okresla si¢ jako glowy komet.
Lacznie obszary glowy i ogona tworzg cala komete.

Oprocz braku jednorodno$ci i spojnosci obszaru ogona analize
obrazéw komet dodatkowo utrudniaja np. zwykle niewielka rozni-
ca jasnosci miedzy kometa (zwlaszcza jej ogonem) a jej ttem, zbyt
bliskie w stosunku do siebie potozenie komet w preparacie, nakta-
danie si¢ na siebie fragmentow komet (rys. 5a), artefakty bedace
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wynikiem niewlasciwego przygotowania preparatu (rys. Sb), btedy
popelnione podczas akwizycji obrazow. Obrazy kometowe za-
zwyczaj sg obecnie analizowane bezposrednio przez eksperta lub
tez przy wykorzystaniu wspomagajacego ten proces, pracujacego
w trybie interaktywnym z uzytkownikiem, oprogramowania (tego
typu programy prezentuja np. prace [2, 5]). Poniewaz pojedynczy
test kometowy wymaga zwykle przeanalizowania kilkuset obra-
z6w komet takie metody analizy obrazow powoduja, ze wykona-
nie tego testu jest zwykle bardzo czasochtonne a uzyskany wynik
nie jest powtarzalny i czgsto jest obarczony duzym bledem. Taki
stan rzeczy przyczynia si¢ do tego, ze pomimo swojej duzej uzy-
tecznos$ci, np. do oceny stanu pacjentdw w trakcie terapii antyno-
wotworowej, test kometowy nie jest czesto stosowany.

Rys. 1. Przyktady obrazéw kometowych otrzymywanych w wyniku
jednokomorkowe;j elektroforezy zelowej (kolumna lewa) i ich powigkszone
fragmenty (kolumna prawa); widoczna jest ziarnista struktura komet oraz
niespojnos¢ fragmentow DNA w obrebie obszarow komet

Fig. 1.  Examples of comet assay image (left column) and its enlarged fragments
(right column); the grainy structure and unconnectivity of the DNA
fragments in comet regions are clearly visible

Rozwigzaniem tego problemu bylby w pelni automatyczny sys-
tem do analizy obrazéw kometowych. Takie rozwigzania sg juz
dostepne (np. system AUTOCOMET™), jednak ich cena przekracza
mozliwoséci duzej czesci instytucji potencjalnie nimi zaintereso-
wanych. Taka sytuacja byta motywacja do poszukiwania wlasnych
rozwigzan automatycznej analizy obrazéw kometowych.

3. Zastosowanie standardowych metod
binaryzacji do segmentacji obrazow
kometowych

3.1. Warunki badan

W celu przeprowadzenia analizy obrazow kometowych meto-
dami komputerowymi konieczne jest: i) okreslenie miejsc wyste-
powania komet na obrazach, ii) wyznaczenie dla kazdej komety
jej glowy i ogona. W ramach niniejszej pracy skupiono si¢ na
realizacji pierwszego z podanych celow. Tak jak to wcze$niej
podano pojedynczy test kometowy wymaga zazwyczaj przeanali-
zowania kilkuset obrazow komet dlatego istotne jest aby poszcze-
golne etapy przetwarzania i analizy obrazéw mialty mozliwie mata
ztozonos$¢ obliczeniowa. Metodami segmentacji spetniajacymi to
wymaganie sa niektore metody binaryzacji obrazow.

Binaryzacja polega na przydzieleniu pikselom p(i, /) obrazu

I jednej z dwoch etykiet ze zbioru {e,,e,} zgodnie z zaleznoscia

B(i,j)—{e‘ gdy 1(i,j)<7(i,)) )

Tle, gdy 1(ij)27(i)j)
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gdzie (i, ) jest wartoscig piksela p(i, /) obrazu I, B(i,j) jest
warto$cig tego piksela na obrazie binarnym, a z’(i, j ) jest progiem
binaryzacji. Jezeli wartos¢ 7(i, ;) jest stala dla wszystkich pikseli

obrazu / to realizowana jest binaryzacja globalna, natomiast gdy
wartos¢ z'(i, j ) jest funkcja zalezna od (i, J ) wowczas realizowana
jest binaryzacja lokalna obrazu. W pracy przyjgto, ze e =0
i e, =1, 1 wartosci te odpowiadaja, odpowiednio, pikselom repre-
zentujacym tlo i pikselom nalezacym do obszaré6w komet. Na
potrzeby pracy przetestowano, pod katem mozliwosci ich zasto-
sowania do segmentacji obrazow kometowych, trzy standardowe
metody binaryzacji tj. globalng metodg Otsu [11] i dwie metody
lokalne: Bernsena [1] i Niblacka [8].

Wstepne testy pokazaty, ze segmentacja musi by¢ poprzedzona
przetwarzaniem wst¢pnym majacym na celu odfiltrowanie z obra-
z6w niewielkich zaklocen. Dla analizowanego zestawu obrazow
wystarczajace okazalo si¢ zastosowanie filtru medianowego
z maska 3x3 lub 5x5 (rys. 2). Przykladowe wyniki segmentacji
obrazow testowanymi metodami przedstawione zostaly na rysun-
ku 3; dla poréwnania przedstawiono na nim takze wyniki binary-
zacji dla recznie dobieranego progu 7 .

Rys. 2. Poréwnanie wplywu filtracji medianowej na wyniki segmentacji obrazow
kometowych — a) obraz oryginalny, wyniki segmentacji metoda Bersena:
b) obrazu oryginalnego i obrazow po filtracji medianowej obrazu a)
z maska: ¢) 3x3 1d) 5x5

Fig.2.  Comparison of influence of median filtering on segmentation results of
comet assay images—a) original image, segmentation results using Bersen
methods of: b) original image, images after median filtering with mask:
¢) 3x3 and d) 55

3.2. Analiza wynikéw segmentaciji

Analizujac otrzymane wyniki (rys. 3) mozna stwierdzi¢, ze zad-
na z testowanych metod (w tym takze metoda z r¢cznym doborem
progu) nie data w petni zadawalajacych wynikow.

W przypadku metod globalnych na obrazach wynikowych
oprocz duzych obszardw reprezentujacych glowy komet wraz
z czg$cig ich ogondw wystepuje pewna liczba matych obszarow
lezacych w ich poblizu. Wystgpowanie tego typu nadsegmentacji
pociaga za soba konieczno$¢ stosowania metod przetwarzania
koncowego ([12, 13]) np. w postaci usuwania matych obszarow
lub odpowiednich operacji morfologicznych. W przypadku meto-
dy Otsu mozna zauwazy¢, ze ma ona dodatkowo tendencje do
zaznaczania zbyt malych fragmentow obrazoéw jako obszarow
komety. Jest to szczegdlnie widoczne w obszarach ogondéw komet.

Wyniki uzyskane metoda Niblacka w praktyce dyskwalifikuja
stosowanie tej metody do segmentacji obrazéw kometowych -
niezaleznie od stosowanych parametrow wyniki byly podobne do
wynikow prezentowanych na rysunku 3. Cecha charakterystyczna
metody Bernsena jest natomiast najlepsza sposrod wszystkich
testowanych metod segmentacja mocniej $wiecacych fragmentow
DNA tworzacych komety. Uzyskanie takich wynikow wymaga
wiasciwego doboru warto$ci parametrow metody - mozliwy oka-
zal si¢ jednak dobor jednego zestawu wartosci parametréow dla
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wszystkich analizowanych obrazéw. W przypadku zastosowan
praktycznych oznacza to mozliwo$¢ jednorazowego strojenia
parametrow metody stosownie do przyjetych w danym laborato-
rium procedur akwizycji obrazéw. Prezentowane wyniki uzyskane
metoda Bernsena (rys. 3) uzyskano dla: wielko$ci maski 5x5,
progowej warto§¢ kontrastu c¢=22 1 progu globalnego
T, =Ty, +0,2, gdzie 7, jest wartoScia progu wyznaczong
metoda Otsu dla danego obrazu (przyjeto, ze poziomy szarosci
obrazow zapisane sa w zakresie <0, 1> ).

Nalezy jednak zauwazy¢, ze wyniki uzyskane metoda Bernsena
bez dodatkowego przetwarzania nie moga by¢ wykorzystane do
analizy obrazéw kometowych. Wynika to m.in. z faktu braku
bezposredniej mozliwosci wskazania na obrazie wynikowym
obszarow nalezacych do jednej komety i nie uwzglednienia
w ewentualnej analizie ciemniejszych obszardw ogona, co prowa-
dzi¢ moze do zafatszowania wynikow calego testu kometowego.

4. Metoda segmentacji komet uwzgledniajaca
ich niespojnosé

Analizujac wyniki uzyskane metoda Bernsena (rys. 3) mozna za-
uwazy¢, ze dla dowolnych par obszarow {r,,rj} znajdujacych sig
w swoim najblizszym sasiedztwie (7, € N ) i nalezacych do tej
samej komety K, odleglos¢ d; migdzy tymi obszarami jest mniej-
sza niz najmniejsza odlegloé¢ d,, dla dowolnej pary, nalezacych do
roznych komet K, i K, , obszarow {r,,r;} takich, ze 7, €N .
Najblizsze sasiedztwo N obszaru 7, rozumiane jest w pracy jako

zbior obszarow 7, lezacych najblizej 7, w sensie d,;, w kazdym

i ij
z kierunkow. Odleglos¢ d; jest rowna odleglosci najblizszych sobie
punktéw obszarow 7, i r;, ktore nalezg do konturéw wewngtrznych
tych obszarow.

Dla obrazéw spehniajacych takie wymaganie mozna zatem zna-
lez¢ warto$¢ ¢ spelniajaca warunek

obrazy

oryginalne rgczny dobor progu ¢

"
B

metoda Otsu

Torsu
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Wiasciwy dobdér & pozwoli wige na okreslenie, tylko na podsta-
wie d, , przynalezno$ci obszarow 7, do komet K, .

Istotnym problemem jest trudno$¢ praktycznej realizacji tego
podejscia. Mozna jednak na ten problem spojrzeé¢ inaczej. Zamiast
wyznaczaé najblizsze sasiedztwo dla wszystkich obszaréw mozna
wyznaczy¢ minimalne drzewo rozpinajace (ang. minimum spin-
ning tree, MST) T [4] migdzy wszystkimi obszarami 7, wyzna-
czonymi w obrazie. Przy takim podejs$ciu obszary 7, s3 reprezen-
towane przez wierzchotki v, grafu T, dfugosci jego krawedzi ¢,

Jest rowna odleglosci d; migdzy obszarami 7, i r

> ktdre repre-

zentowane sa przez wierzchotki v, i v, incydentne z krawedzig
e, - W ten sposob dla kazdego obszaru r, wyznaczona jest odle-
glos¢ migdzy nim, a przynajmniej jednym obszarem r; nalezacym

do jego najblizszego sasiedztwa N . Jezeli dla danego obrazu
warunek (2) jest prawdziwy to stosujac go tylko do dtugosci kra-
wedzi drzewa rozpinajacego mozna ustali¢ jakie obszary 7, naleza

do komet K, widocznych na obrazie. Z punktu widzenia prak-

tycznego stosowania takiego podejscia wykorzystanie minimalne-
go drzewa rozpinajacego pozwala na skorzystanie z obszernej
biblioteki dobrze sprawdzonych i co wazne efektywnych algoryt-
mow do jego poszukiwania.

Aby wyznaczy¢ zbiory obszarow 7, nalezacych do poszczegol-
nych komet K, nie ma potrzeby wyznaczania catego drzewa T .
Z punktu widzenia zadania przydziatu obszaréw 7, do komet K,

wystarczy, ze proces tworzenia drzewa T zostanie zatrzymany,
gdy do potaczenia pozostaly wytacznie pary wierzchotkow, ktore
reprezentuja obszary nalezace do roznych komet. Gdyby tworze-
nie drzewa T’ realizowane byloby w porzadku zgodnym z rosnaca
wartoscig dfugosci krawedzi e; to realizacja takiego podejscia

wyniki binaryzacji

metoda Bernsena metoda Niblacka

=0,22353

r=0,1 Ty =0,21176

7=0,14

Rys. 3. Poréwnanie wynikow binaryzacji obrazéw kometowych réznymi metodami

Tousu

=0,21569

Fig. 3. Comparison of comet assay image segmentation using different binarization methods
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wymagatby jedynie zatrzymania procedury tworzenia drzewa
jezeli do potaczenia pozostalyby juz tylko pary wierzchotkéw v,

i v, dla ktorych odlegtos¢ d;; spelnia warunek d;, > & . W takim
przypadku niedokonczone drzewo T bedzie sktadaé si¢ z przy-
najmniej z tylu spojnych poddrzew T, ile komet K, wystepuje
w obrazie; wierzchotki v, € T, okreslaja zbior obszarow r, nale-
zacych do komety K,. Mozliwos¢ realizacji takiego podejscia

daje poszukiwanie minimalnego drzewa rozpinajacego metoda
Kruskala [6] i wlasnie ta metoda zostata wykorzystana w pracy.
W celu wyznaczenia obszaréw poszczegodlnych komet K, dla

kazdego spojnego drzewa T, , a dokladnie obszaréw r, reprezen-

i

towanych przez wierzchotki v, € T,, wyznaczono otoczke wypu-

kta (ang. convex hull) [4]. Przyktadowe wyniki stosowania tej
metody dla obrazéw z rysunku 3 przedstawiono na rysunku 4.

®

©

Rys. 4. Wyniki segmentacji obrazow z rysunku 3 przy wykorzystaniu opracowanej
metody; kolumna lewa - obrazy po segmentacji z zaznaczonymi minimalnymi
drzewami rozpinajacymi, kolumna prawa - obszary komet wyznaczone
przez otoczki wypukte rozciagnigte wokot drzew rozpinajacych

Fig.4.  Segmentation of images from Fig. 3 by use of the developed method;
left column - images after segmentation with minimum spanning trees,
right column - comet regions obtained by creation of convex hull for
each minimum spanning tree

Z punktu widzenia automatyzacji pracy algorytmu istotne jest,
ze wszystkie wyniki otrzymano dla & =60 , natomiast do segmen-
tacji metoda Bernsena zastosowano parametry podane w rozdziale
3.2. Sposrod testowanych metod prezentowana metoda najlepiej
wydzielita obszary poszczegdlnych komet.

5. Podsumowanie

Przedstawiony w poprzednim rozdziale algorytm segmentacji
moze znalez¢ zastosowanie do analizy innych niz tylko obrazy
kometowe typodw obrazéw prezentujacych obiekty, ktore sa skupi-
skami lub tez obiektow, ktore wygodnie jest w ten sposob trakto-
wac (np. ze wzgledu na otrzymywane dla nich wyniki segmentacji
standardowymi metodami). Warunkiem koniecznym poprawnego
dziatania proponowanej metody jest spelnienie przez obszary
znalezione w danym obrazie warunku (2). W przypadku, gdy
warunek ten nie jest spelniony algorytm daje blgdne wyniki
(rys. 5). Jezeli jednak po segmentacji zastosuje si¢ dodatkowy etap
w postaci weryfikacji otrzymanych wynikéw wowczas takie bted-
ne wyniki zostana odrzucone, a tym samym nie beda one brane
pod uwage w dalszej analizie. Do weryfikacji mozna np. wyko-
rzysta¢ cechy geometryczne otrzymanych obszarow.

PAK vol. 58, nr 1/2012

Rys. 5. Wyniki segmentacji opracowang metoda obrazoéw kometowych z wadami
w postaci: a) nachodzenia komet na siebie, ¢) zanieczyszczen mechanicznych
preparatu; b) i d) otoczki wypukle otrzymane dla tych obrazéw

Fig. 5.  Segmentation of comet assay images with defects in form of: a) overlap
comets, ¢) mechanical contaminations; b) and d) convex hulls for those images

W ramach dalszych prac nad przedstawionym algorytmem pla-
nowane jest poszukiwanie metod pozwalajacych na automatyczne
wyznaczenie zaroOwno wartosci & , jak rOwniez parametréw sto-
sowanej metody binaryzacji. Ich opracowanie otwartoby droge do
opracowania w pelni automatycznej metody segmentacji i by¢
moze réwniez analizy obrazéw kometowych.

Dzigkuje Pani Malgorzacie Stanek za pomoc w przeprowadzeniu czesci badan.
Praca zostala sfinansowana ze Srodkoéw Narodowego Centrum Nauki.
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